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EtTect of tiamulin hydrogen fumarate treatmennt on persistence of 
Mycoplasma synoviae in commercial Mycoplasma hyopneumoniae laying hens. 
Mycoplasma synoviae is an economically significant pathogen of commercial 
poultry worldwide, which generally produces subclinical to mild upper respiratory tract 
or synovitis infections with lateral and vertical transmission. The effect of tiamulin 
hydrogen fumarate treatment on agent persistence in the trachea of M. synoviae infected 
layers was evaluated. Two groups of eight, 30 week old M. synoviae infected (PCR 
positive) cómmercial layers (lsabrown line), were studied. The first group received 
two three day treatments of tiamulin (33mg/kg administered in the drinking water) 
with a 27 day interval, while the second group was not medicated. Tracheal swabs were 
taken weekly for two months. Ali 16 samples were tested by PCR, using pools of four 
tracheal swabs, and found positive to M. synoviae confirming pathogen persistence in 
the trachea of both treated and untreated birds. 
Key words: Mycoplasma synoviae, PCR, Tiamulin Hydrogen Fumarate, laying 
lens. 
El Mycoplasma synoviae es un patógeno de importancia económica en la indus-
tria avícola del mundo, generalmente causante de infecciones subclínicas a leves del 
tracto respiratorio superior o sinovitis infecciosa, con capacidad de transmisión hori-
zontal y vertical. Se ejecutó un programa de medicación con Fumarato Hidrogenado de 
Tiamulina en gallinas de postura infectadas naturalmente con Mycoplasma synoviae 
con la finalidad de evaluar su influencia sobre la persistencia del agente a nivel de 
mucosa traqueal. Con esta finalidad dieciséis aves de postura comercial (línea Isabrown), 
de 30 semanas de edad, infectadas con Mycoplasma synoviae (PCR positivas) fueron 
separadas en dos grupos experimentales, uno con tratamiento y otro sin tratamiento. La 
tiamulina fue administrada en el agua de bebida a razón de 33mg/kg por tres días con-
secutivos, dos veces con un intervalo de 27 días. Se realizaron hisopados traqueales, 
semanalmente y durante un periodo de dos meses. Todas las muestras fueron trabaja-
das en pools de cuatro muestras/pool, analizados por la prueba PCR. Después de la 
medicación todos los pools 16/16 fueron positivos a Mycoplasma synoviae. Estos re-
sultados confirman la persistencia del Mycoplasma synoviae en la mucosa traqueal de 
aves medicadas. 
Palabras clave: Mycoplasma synoviae, PCR, Fumarato Hidrogenado de 
Tiamulina, gallinas de postura. 
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La crianza de aves como actividad eco-
nómica enfrenta una serie de problemas que 
limitan su desarrollo, tal es el caso de las en-
fermedades infecciosas. Una en particular, 
la infección por Mycoplasma synoviae ( M. 
synoviae) puede producir severas pérdidas 
económicas; al aumentar el porcentaje de 
descartes por cojeras y pobre ganancia de 
peso, afectando principalmente a granjas de 
pollos y pavos. 
La estructura piramidal de la industria 
avícola así como la posibilidad de transmi-
sión vertical hacen que el M. synoviae sea 
una amenaza para los planteles de 
reproductoras y abuelas en el ámbito mun-
dial. Las normas sanitarias de los países exi-
gen planteles libres de mycoplasma, por esta 
razón se han desarrollado diferentes técni-
cas de diagnóstico, en especial los métodos 
moleculares debido a que los procedimientos 
de diagnóstico tradicionales basados en el 
cultivo muestran dificultades para el aisla-
miento del agente y los de serología proble-
mas de sensibilidad y especificidad. 
El uso de drogas antimicrobianas es el 
principal medio de tratamiento contra M. 
synoviae, con el fin de prevenir la presenta-
ción de las formas graves de esta enferme-
dad. Para la adecuada elección de la droga 
antibacterial se debe considerar el sitio de 
acción de la droga dentro de la estructura 
del M. synoviae, que la droga alcance las 
concentraciones inhibitorias mínimas en los 
tejidos donde el agente produce mayor daño 
y poca capacidad para desarrollar resisten-
cia por el M. synoviae. Considerando los 
factores mencionados se ha recomendado el 
uso de antibióticos como la clortetraciclina, 
los macrólidos y la tiamulina capaces de in-
hibir la síntesis proteica del M. synoviae y 
que logran concentraciones importantes a ni-
vel de tejidos respiratorio, reproductivo y ar-
ticular, así como las quinolonas de tercera ge-
neración que actúan sobre la replicación y 
trascripción del ADN del M.synoviae. 
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En el Perú la existencia de áreas de-
dicadas a la industria avícola densamente po-
bladas con grandes parvadas, muy próximas 
entre ellas con un intenso tráfico humano y 
con crianzas de traspatio, favorece la dise-
minación horizontal del agente. Se ha de-
mostrado que casi el 100% de las gallinas 
de postura comercial de la provincia de 
Chincha se encuentran infectadas con M. 
synoviae (Díaz, 1999; Gonzáles, 1999). 
Vista la importancia económica y 
epidemiológica del M. synoviae y la exis-
tencia de una prueba de alta sensibilidad y 
especificidad como es la prueba de Reacción 
en Cadena por la Polimerasa (PCR) para un 
diagnóstico de infecciones por mycoplasma, 
el presente trabajo tuvo como objetivo eva-
luar la influencia de la medicación con 
Fumarato Hidrogenado de Tiamulina sobre 
la persistencia de M. synoviae en la tráquea 
de gallinas de postura comercial con infec-
ción natural utilizando al PCR como prueba 
diagnóstica. 
La crianza, el muestreo de las aves y 
las pruebas de PCR se realizaron en el La-
boratorio de Patología Aviar de la Facultad 
de Medicina Veterinaria (FMV) Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos. 
Se emplearon 16 aves de postura co-
mercial (línea Isabrown) de 30 semanas de 
edad, identificadas individualmente median-
te bandas alares e infectadas naturalmente 
con M. synoviae, detectado por la prueba 
PCR a las 11 semanas de edad. 
Se utilizó el antibiótico Fumarato 
Hidrogenado de Tiamulina administrado en 
el agua de bebida al 0.025%. 
Las aves fueron divididas en dos grupos de 
8 aves cada uno: 
Grupo A: Recibieron el tratamiento con 
Fumarato Hidrogenado de Tiamu-
lina. 
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Grupo B: No recibieron el tratamiento con 
Fumarato Hidrogenado de Tiamu-
lina. 
La crianza de las aves se realizó en 
jaulas individuales y recibieron durante toda 
la fase experimental el alimento comercial 
especialmente formulado según la edad de 
las aves. 
El Fumarato Hidrogenado de Tiamuli-
na fue administrado vía agua de bebida ara-
zón de 33 mg/kg por tres días consecutivos 
durante el primer mes. El tratamiento fue re-
petido nuevamente durante tres días conse-
cutivos del segundo mes. 
Se tomaron muestras traqueales con 
torundas estériles, las que fueron colocadas 
en tubos igualmente estériles y transporta-
das al laboratorio en cajas térmicas con hie-
lo seco. Dicho muestreo fue realizado el día 
previo a la primera medicación y semanal-
mente durante un periodo de dos meses. 
Las torundas con muestras de tráquea 
fueron trabajadas en pools de cuatro mues-
tras/pool debidamente identificados y colo-
cados en viales de plástico con lml de PBS 
pH 7 .1 para extraer células de mycoplasmas. 
Luego los viales fueron colocados en la 
microcentrífuga por 1 O minutos. 
Posteriormente, se eliminó todo el 
sobrenadante y se agregó 25µ1 de agua des-
tilada estéril, fueron llevados a ebullición a 
lOOºC por 10 minutos, a congelación a -20ºC 
por 10 minutos y finalmente a la microcen-
trífuga por 5 minutos. 
Los iniciadores utilizados son alta-
mente específicos debido a que fueron se-
leccionados a partir de una secuencia cono-
cida de nucleótidos del gen que codifica la 
fracción 16S del ARNr en el M. synoviae 
(región variable). 
En la preparación del Mix se utilizó 
por cada pool: 31µ1 de agua destilada 
deionizada; 5 µl de 1 OX PCR buffer II 
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(lOOmM Tris-HCl, 500mM KCl); 11 (lOmM) 
dedATP; lml(lOmM)dedCTP; lµl(lOmM) 
de dGTP; lµl (lOmM) de dTTP; 0.5 µl 
(20pmoles) de MS-LF; 0.5 µl (20pmoles) de 
MS-LR; 0.25 µl ( l .25U) de Amplitaq ADN 
polimerasa recombinante y 4 ·µ1 (25mM) de 
MgCl2. 
Se prepararon viales agregando 45 µl 
de Mix y 2 gotas de aceite mineral para evi-
tar la evaporación de los reactivos. Luego, 
se agregó 5 µl del sobrenadante de la mues-
tra de ADN problema en cada vial. Se inclu-
yeron un control positivo representado por 
la cepa K947 MS y un control negativo re-
presentado por agua destilada deionizada. 
Ampliacion del ADN se realizaron con 
viales que fueron llevados a un termociclador 
Perkin Elmer 480 bajo las condiciones si-
guientes: 40 ciclos de desna-turalización a 
94 ºC por un minuto, hibridación a 55ºC por 
un minuto y extensión a 72ºC por dos minu-
tos; 1 ciclo de 72ºC por cinco minutos y con-
servación a 4 ºC por tiempo indefinido. 
Para la visualización del producto 
ADN se preparó el gel de agarosa al 1.5% 
con la siguiente formula: 0.26g de agarosa 
ADN; 0.38g de synergel; 2 µl de etanol ab-
soluto y 50 rnl de solución buffer lX TEA. 
Los ingredientes fueron vertidos y di-
sueltos en un matraz y éste fue colocado en 
un horno microondas durante 2 minutos 
aproximadamente hasta que se diluyeron los 
ingredientes completamente. Posteriormen-
te se le agregó a la mezcla 100 rnl ( 40ng) de 
bromuro de etidio y se homogenizó cuidado-
samente. 
El gel fue colocado en una cámara de 
gel electroforesis. Se cortó cinta parafilm y 
se colocó sobre ella 3 µl de tracking dye para 
cada muestra, se tomó 10 µl de la muestra 
introduciendo cuidadosamente el tip hasta el 
fondo del vial, presionando el émbolo para 
que se formen burbujas y se elimine el rema-
nente de aceite, se mezcló la muestra con el 
tracking dye, se colocó en el hoyo corres-
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pondiente y se agregó buffer hasta cubrir el 
gel. Se conectaron los electrodos y se dejó 
correr las muestras durante 35 minutos. Fi-
nalmente se fotografió el gel en el transilumi-
nador. 
Pre-medicación 
Todas las muestras de tráquea obteni-
das de dieciséis aves antes de la medicación 
a las 11, 12, 13, 14, 15 y 29 semanas de edad 
fueron positivas a M. synoviae por la prueba 
de Reacción en Cadena por la Polimerasa 
(Cuadro 1). 
Post-medicación 
Los resultados de las pruebas ejecu-
tadas en las muestras tomadas desde una se-
mana después a la primera medicación (Cua-
dro 2 y Figura 1). 
La prueba de PCR tiene ventajas im-
portantes sobre los métodos tradicionales de 
diagnóstico debido a que además de ser muy 
sensitiva en detectar mycoplasmas en esta-
dios iniciales de infección, los resultados se 
pueden tener en pocas horas (Levisohn, 
1999) y si se usan iniciadores apropiados 
evidencia alta especificidad para identificar 
cepas específicas de campo o cepas vacu-
nales vivas lo que es de valor para descubrir 
la fuente de infección (Kleven, 1999). No se 
conoce que tanto la medicación puede afec-
tar su sensibilidad, la importancia del pre-
sente estudio radica en que es un aporte al 
conocimiento de la acción o influencia de 
la tiamulina sobre la presencia o cantida-
des de células micoplásmicas capaces de ser 
detectadas por PCR. 
La literatura menciona varios antibió-
ticos eficaces contra mycoplasmas aviares, 
dentro de ellos la tilosina en la que se ha po-
dido determinar el desarrollo de algún grado 
de resistencia contra los mycoplasmas, las 
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Cuadro !.Persistencia del M synoviae 
(MS) en gallinas de postura co-
mercial previo al tratamiento y 
evaluadas mediante la prueba 
PCR. 
Edad delas Recuperación de M. synoviae en 
aves tráquea 
(semana) Pool 1 Pool2 Pool 3 Pool4 
11 + + + + 
12 + + + + 
13 + + + + 
14 + + + + 
15 + + + + 
~ + + + + 
Pool = Grupo de cuatro muestras de tráquea 
+ = Presencia de ADN-MS 
quinolonas de tercera generación como la 
enrofloxacina y el Fumarato Hidrogenado de 
Tiamulina que se usó en el presente estudio, 
como los más importantes. 
En los planteles de postura comercial 
es más difícil evitar la contaminación de los 
lotes con M. synoviae debido a que este mi-
croorganismo se caracteriza por su rápida 
transmisión horizontal (Kleven, 1997) que 
es favorecida por la elevada concentración 
de aves y el sistema de crianza de edades 
múltiples en donde existe una elevada pre-
valencia (Yamamoto, 1986; Ewing et al., 
1996; Díaz, 1999; Gonzáles, 1999) lo cual 
permite que las gallinas de postura comer-
cial se infecten a temprana edad. En nuestro 
trabajo se detectó M. synoviae en aves de 11 
semanas de edad. 
En el presente estudio la prueba de 
PCR detectó ADN-MS en mucosa traqueal 
de aves no medicadas a las 11, 12, 13, 14, 15 
y 29 semanas de edad, demostrando la per-
sistencia del agente a nivel de la mucosa 
traqueal. Un resultado similar fue obtenido 
por Khan et al. (1996) en reproductoras in-
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Cuadro 2. Efecto de la medicación con Fumarato Hidrogenado de Tiamulina sobre la persis-
tencia del M. synoviae, en gallinas de postura comercial mediante la prueba PCR. 





(semanas) Post medicación Medicadas No medicadas 
= 
Pooll Pool2 Pool3 Pool4 
l) Primera medicación NR NR NR 
31 7 + + + 
32 14 + + + 
33 21 + + + 
34 28 + + + 
35 Segunda medicación NR NR NR 
36 7 + + + 
J"7 14 + + + 
38 21 + + + 
~ 28 + + + 
Grupo de cuatro muestras de tráquea 
No se realizó el muestreo. 
Presencia de ADN-MS 
Figura l. Efecto de la medicación con Fumarato Hidrogenado de Tiamulina sobre 
la persistencia del Mycoplasma synoviae, evaluado mediante la prueba 
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fectadas con M. synoviae. Igualmente otro 
estudio realizado en pollos y pavos a los 
que se les inoculó la cepa WVU1853 de M. 
synoviae y fueron sometidos a un seguimien-
to por PCR, se observó que éstos se convir-
tieron en positivos y mantuvieron esa con-
dición hasta finalizar el experimento (Goll 
y Lauerman, 1998). 
Después del tratamiento con tiamuli-
na la prueba PCR dio positivo a M. synoviae 
en ocho muestreos consecutivos realizados 
desde las 31 semanas de edad hasta las 39 
semanas de edad demostrando la presencia 
del M. synoviae luego de la medicación, es-
tos resultados concuerdan con los obtenidos 
por Kempf et al. ( 1994) quienes al utilizar 
enrofloxacina en aves infectadas con M. 
gallisepticum detectaron el agente en todas 
las semanas de estudio mediante PCR. No 
obstante se debe considerar la menor 
acción de la enrofloxacina sobre los myco-
plasmas, demostrada en las pruebas de sen-
sibilidad antibiótica realizadas en cepas 
estándares y de campo utilizando enrofloxa-
cina y tiamulina en donde la primera necesi-
tó concentraciones inhibitorias superiores 
(0.1 y 0.5 µg/ml) a la segunda (0.025 y 0.25 
µg/ml) tanto para M.gallisepticum como 
M.synoviae (Hannan et al., 1997). 
En un reporte de campo publicado por 
!cochea et al. ( 1999) en pavos infectados con 
M. gallisepticum la tiamulina además de con-
trolar eficientemente el cuadro clínico afec-
tó la detección de ADN-MG por PCR a la 
quinta y sexta semana post-infección, lo cual 
puede ser explicado por la mayor suscepti-
bilidad demostrada in vitro por el 
M.gallisepticum (CIM90= 0.025µg/ml) vs M. 
synoviae (CIM90=0.25µg/ml) frente al anti-
biótico (Hannan et al., 1997). 
En la persistencia del mycoplasma se 
puede considerar la posibilidad de detectar 
ADN de células no viables, no obstante pue-
de ser difícil que organismos no viables per-
manezcan en las aves mucho tiempo después 
del tratamiento debido a que ellos pueden ser 
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eliminados por el proceso natural de degra-
dación de ADN. 
Por otro lado el uso de la tiamulina a 
una dosis de 33mg/kg administrada en el agua 
de bebida, a nivel de la mucosa traqueal po-
dría haber disminuido la cantidad de 
mycoplasmas pero a niveles aún detectables 
por PCR probablemente por la menor sus-
ceptibilidad del M. synoviae al antibiótico. 
También se debe considerar la ubica-
ción del M. synoviae a nivel de células 
epiteliales traquéales, como un factor que pro-
bablemente dificulte la acción del antibióti-
co. 
Asimismo el trabajar muestras de trá-
quea en pools puede identificar erróneamen-
te 9omo positivas algunas muestras que son 
negativas al M. synoviae, sin embargo en 
las infecciones micoplásmicas es necesario 
que tanto el diagnóstico como los resultados 
de medicación deben ser de lotes y no de 
aves individuales. 
Los resultados del presente estudio evi-
dencian que la administración de tiamulina 
no elimina la infección por M. synoviae, a 
nivel de mucosa traqueal, por lo cual nomo-
difica la persistencia del agente en aves por-
tadoras ni en sintomáticas, pero el efecto po-
sitivo de este medicamento podria ser dismi-
nuir la transmisión horizontal o vertical y pre-
venir las lesiones de esta enfermedad, signi-
ficando mejores índices productivos. 
• La medicación con Fumarato 
Hidrogenado de Tiamulina adminis-
trada en el agua de bebida a razón 
de 33mg/kg no eliminó al M. 
synoviae de la mucosa traqueal de 
las aves infectadas crónicamente. 
• El Mycoplasma synoviae fue de-
mostrado en la mucosa traqueal des-
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de las 11 semanas hasta más de 39 
semanas de edad, mediante la prue-
ba de PCR antes y después de la 
medicación. 
Los primers fueron proporcionados por 
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